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ABSTRACT 
 
Replacement of non-fragrant-native badh2 gene with mutated badh2 of fragrant rice is an alternative to 
engineer new fragrant rice varieties with good agronomic traits as those of non-fragrant. Fragrant gene 
(mutated badh2) of Mentik wangi donor was introgressed into non-fragrant Ciherang host through site-directed 
crossing. Mentik Wangi was crossed with Ciherang, and the progeny was further backcross until BC3F1. 
Bradbury marka-assisted PCR was used to select progeny in every cross and backcross generation. Ciherang, 
Mentik Wangi, and their cross/backcross showed different PCR profiles. The statues of badh2 gene 
(native/mutated), as well as alleles (homozygote/heterozygote) between samples were identified.  Mutated 
badh2-introgression was also observed within the selected heterozygote cross or backcross progenies (F1, BC1, 
BC2, and BC3), indicated successful transfer of mutated badh2 gene from donor to host. 
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ABSTRAK 
 
Penggantian badh2 utuh (native) padi nonaromatik dengan gen serupa yang termutasi dari varietas 
aromatik merupakan alternatif dalam pengembangan varietas aromatik baru nontransgenik dengan karakter 
agronomi sebaik padi nonaromatik. Pada penelitian ini dilakukan introgresi gen aroma (badh2 termutasi) dari 
Mentik Wangi (donor) ke varietas nonaromatik Ciherang (host) secara persilangan terarah (site-directed 
crossing). Mentik Wangi disilangkan dengan Ciherang, selanjutnya dibackross dengan Ciherang sampai BC3F1. 
Pada setiap generasi persilangan/backross dilakukan seleksi PCR berbantuan marka gen badh2. Hasil yang 
diperoleh menunjukkan perbedaan amplikon sampel Ciherang, Mentik Wangi dan persilangan/backross kedua 
varietas. Selain dapat dibedakan status gen (utuh/termutasi) dan alel (homozygot/heterozygot) badh2, juga 
teramati introgresi gen badh2 termutasi pada progeni hasil persilangan/backross (F1, BC1, BC2, dan BC3) yang 
terseleksi, menunjukkan keberhasilan transfer gen badh2 termutasi dari varietas donor ke host.  
 
Kata kunci: Backcross, Bradbury, Mentik Wangi, Ciherang, badh2, site-directed crossing. 
 
 
PENDAHULUAN 
 
2-acetyl-1-pyrroline (2-AP) merupakan 
senyawa utama aroma berbagai varietas padi 
aromatik (Buttery et al., 1983; Paule and Powers 
1989; Petrov et al., 1996). Prolin merupakan 
prekursor dan sumber nitrogen  2-AP (Lorieux et al., 
1996,  Yoshihashi et al., 2002) dan asam glutamat 
melalui kerja enzim betain aldehid dehidrogenase 
(BADH2). Padi aromatik mengalami mutasi pada gen 
badh2, yang  menyebabkan timbulnya stop kodon 
prematur dan hilangnya aktivitas enzim BADH2 
(Bourgis et al., 2008). Akibatnya ketersediaan prolin 
untuk sintesis 2AP meningkat dan akumulasi 2-AP 
menimbulkan aroma padi (Ahn et al., 1992, Bradbury 
et al., 2005a, b). Mutasi (delesi 8 bp) pada varietas 
aromatik KDM105 (Indica), Basmati (Grup V), dan 
Azucena (Tropical Japonica) ditemukan pada ekson 7 
gen badh2 (badh2.7). (Bradbury et al., 2005a, 
Bourgis et al., 2008). Sementara pada beberapa 
varietas di Cina ditemukan delesi 7 bp pada ekson 2 
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(badh2.2) (Shi et al., 2008). Mutasi pada ekson lain 
(badh2.9) juga telah diusulkan (Fitzgerald et al., 
2008, Kovach et al., 2009), namun belum ada bukti 
yang komprehensif. 
Aroma dapat diintroduksi pada padi 
nonaromatik melalui inaktivasi gen badh2, yang 
dapat dilakukan melalui berbagai metoda rekayasa 
genetic (Wachana et al., 2004, Vanavichit et al., 
2008). Namun metoda tersebut menghasilkan produk 
varietas tanaman transgenik yang pemasarannya 
terhambat oleh regulasi GMO (Genetically Modified 
Organisms) yang ketat. Sementara persilangan 
konvensional/acak (random crossing) akan 
menghasilkan varietas yang karakter agronominya 
sulit diarahkan. Alternatif lain adalah seperti 
pendekatan penelitian ini, menggunakan teknik 
backcross (Site-directed crossing) (Hami Seno et al., 
2009). Host varietas nonaromatik disilang dengan 
varietas donor aroma, F1 yang terseleksi kemudian 
dibackcross 4 x dengan Ciherang hingga BC5F1, yang 
kemudian diselfing untuk mendapatkan turunan 
homozygot resesif BC5F2. Pada pendekatan ini dapat 
diperoleh varietas nontransgenik dan introgresi donor 
pada progeni persilangan dapat diminimalisasi 
dengan bantuan analisis molekuler, misalnya PCR 
berbantuan marka spesifik aromatik. Pembentukan 
populasi hingga BC5 akan menghasilkan turunan 
dengan sifat yang mendekati hampir (98%) host. 
Hanya karakter donor (misalnya aroma) yang 
diinginkan yang terintroduksi pada host, sehingga 
dapat dipertahankan  karakter yang baik pada padi 
host/retensi host maksimal  (Mackill et al., 2007). 
Selfing (pembentukan BC5F2) diperlukan untuk 
introduksi karakter yang bersifat resesif (misalnya 
aroma), sedangkan untuk karakter dominan, 
misalnya toleransi genangan, cukup hingga BC5F1. 
Metoda site-directed crossing telah digunakan 
dengan nama marka-assisted backcrossing atau PCR-
assisted backcrossing (Mackill et al., 2007, Lang and 
Buu 2008), namun umumnya tidak sampai BC5. 
Perbedaan sekuen badh2 padi aromatik dan 
nonaromatik akan menghasilkan amplikon PCR yang 
berbeda  sehingga  dapat dibedakan padi aromatik, 
non aromatik, maupun heterozygot hasil 
persilangannya  (Bradbury et al., 2005b, Lang and 
Buu 2008, Shi et al., 2008, Sakthivel et al., 2009). 
Keberadaan alel dari donor dapat dilacak pada 
individu progeni di setiap generasi backcross, 
sehingga memastikan progeni yang akan di backcross 
selanjutnya dengan host adalah heterozygot 
(mengandung badh2 utuh dari host dan badh2 
termutasi dari donor), tanpa perlu dilakukan selfing 
tiap generasi backcross. Introgresi gen badh2 
termutasi pada penelitian ini dipandu dengan PCR 
berbantuan marka Bradbury et al., (2005b), dalam 
rangka rekayasa nontransgenik Ciherang aromatik 
(BC5F2) yang merupakan benih nontransgenik 
aromatik dengan karakter agronomi sebaik varietas 
Ciherang. 
 
 
BAHAN DAN METODE 
 
Benih tanaman padi yang digunakan diperoleh 
dari BB Biogen KemTan (Bogor), BB Padi KemTan 
(Sukamandi), dan LIPI (Cibinong). Persilangan dan 
backcross mengacu pada Soedyanto et al., (1978). 
DNA diisolasi dari daun muda sampel tanaman sesuai 
metoda Doyle and Doyle (1990). Konsentrasi dan 
kemurnian DNA ditentukan secara spektrofotometri 
pada 260 nm dan 260/280 nm (Sambrook et al., 
1989). Campuran reaksi dan siklus suhu pada seleksi 
PCR mengacu pada Bradbury et al., (2005b). Hasil 
PCR diseparasi dengan elekforesis agarose (1-2%) 
dengan menyertakan size marker, divisualisasi 
dengan ethidium bromida (10 mg/L) dan penyinaran 
UV, dilanjutkan dengan dokumentasi menggunakan 
Biorad Chemidoc gel system  (Sambrook et al., 1989, 
Bradbury et al., 2005b). 
 
 
HASIL DAN PEMBAHASAN 
 
Validasi marka aromatik dan seleksi donor 
aroma  
DNA sampel padi (Ciherang, Mentik Wangi, 
Gilirang, Pandan Wangi) diamplifikasi PCR dengan 
marka aromatik Bradbury, hasilnya (Gambar 1) 
menunjukkan pola amplikon Mentik Wangi (257 bp) 
berbeda dengan Ciherang (355 bp), sedangkan Pandan 
Wangi dan Gilirang sama dengan Ciherang. Oleh 
karena itu Mentik Wangi cocok dengan marka Bradbury 
dan digunakan sebagai donor aroma pada penelitian 
ini. Tidak berbedanya pola Pandan Wangi atau Gilirang 
dengan Ciherang menunjukkan ketidak cocokan marka 
untuk kedua varietas tersebut, kemungkinan pola 
delesi kedua varietas tersebut  tidak mengikuti pola 
umum padi aromatik (Bradbury et al., 2005a, Bourgis 
et al., 2008). Hasil ini juga menunjukkan kemungkinan 
adanya paling sedikit 2 kelompok pola mutasi pada 
varietas aromatik Indonesia 
Marka Bradbury didesain untuk delesi 8 bp pada 
ekson 7 (Bradbury et al., 2005b). Umumnya varietas 
aromatik mengalami delesi 8 bp pada badh2.7 dan 
dapat dibedakan dari varietas nonaromatik dengan 
marka Bradbury, seperti Mentik Wangi pada 
penelitian ini dan publikasi terdahulu (Bradbury et al., 
2005b). Inkompatibilitas marka Bradbury terhadap 
Vol. 16 No. 1  J.Ilmu Pert. Indonesia 67 
 
Pandan Wangi dan varietas aromatik unggulan dari 
Laos dan Burma telah dilaporkan sebelumnya 
(Fitzgerald et al., 2008, Kovach et al., 2009). 
Demikian juga pada beberapa varietas dari India 
(Amarawathi et al., 2008, Sakthievel et al., 2009). 
Sementara Shi et al., (2008) mendapatkan beberapa 
varietas di Cina tidak mengandung delesi 8 bp pada 
ekson 7, tetapi mengalami delesi 7 bp pada ekson 2. 
Tidak adanya delesi 8 bp badh2.7 juga telah 
dilaporkan pada genotip aromatik yang lain (Kuo      
et al., 2005; Navarro et al., 2007). Hasil-hasil ini 
menimbukan dugaan bahwa walaupun delesi 8 bp 
pada badh2.7 mengontrol aroma pada kebanyakan 
varietas aromatik, namun tidak universal dan 
kemungkinan adanya gen lain yang mengontrol 
aroma pada beberapa varietas  padi aromatik (Kuo    
et al., 2005; Navarro et al., 2007, Fitzgerald et al., 
2008, Kovach et al., 2009, Sakthievel et al., 2009), 
namun hal ini masih memerlukan penelitian lebih 
lanjut.  
 
 
 
Introduksi badh2 termutasi pada pembentukan 
dan seleksi BC1F1  
Ouline tahapan percobaan dan contoh hasil 
pembentukan serta seleksi F1 telah dipublikasikan 
sebelumnya (Hami Seno et al., 2010). Selanjutnya 
pada pembentukan BC1F1, host (Ciherang) dan  F1 
Ciherang-Mentik Wangi (diperoleh dari percobaan 
sebelumnya) dibackcross  dan diseleksi PCR untuk 
mendapatkan heterozygot BC1F1, sesuai outline pada 
Gambar 2. 
Seleksi PCR mendapatkan sampel padi 
nonaromatik host yang mengandung gen badh2 utuh, 
padi donor aromatik yang mengandung gen badh2 
termutasi, maupun hasil persilangan/backcross 
keduanya (BC1F1), seperti yang dipublikasikan 
(Bradbury et al., 2005b). Keberhasilan pembentukan 
BC1F1 terlihat dari adanya pita heterozygot sampel 
BC1F1, yang merupakan pita badh2 utuh dari Ciherang 
dan badh2 termutasi hasil introgresi dari Mentik wangi 
ke Ciherang. 
 
 
Hasil analisis PCR BC2F1 dan BC3F1 Ciherang-
Mentik Wangi 
Tahapan percobaan dilakukan seperti pada 
Gambar 2, hanya F1 diganti dengan BC1F1 (pada 
pembentukan BC2F1) atau BC2F1 (pada 
pembentukan BC3F1). Hasil elektroforesis produk 
PCR (Gambar 3) menunjukkan keberhasilan transfer 
gen badh2 termutasi dengan adanya pita heterozygot 
sampel BC2F1, dan BC3F1, seperti hasil percobaan 
sebelumnya. 
Berbeda dengan publikasi sebelumnya yang 
melaporkan marka Bradbury kurang konsisten pada 
diskriminasi alel aroma padi Basmati varietas Pusa 
(Amarawathi et al., 2008, Sakthivel et al., 2009), hasil 
yang diperoleh pada penelitian ini menunjukkan 
konsistensi marka tersebut mengidentifikasi introgresi 
gen aroma (badh2 termutasi) dari tanaman padi donor 
Mentik wangi ke tanaman host Ciherang hingga tahap 
 
Gambar 2. Outline dan contoh hasil percobaan pada 
pembentukan dan seleksi BC1F1 Ciherang-
Mentik Wangi. 
 
Keterangan : 
1–4 = contoh tanaman Ciherang, F1 Ciherang-Mentik 
Wangi, backcross, dan malai. 5-9 = contoh biji/buah 
BC1F1, tanaman BC1F1 pada petri dis, bak, dan pot/ember 
pada awal penanaman, dan pada saat pengambilan 
sampel daun untuk isolasi DNA. 10 = contoh gel agarosa 
hasil elektroforesis produk PCR; s = size marker,  C = 
Ciherang M = Mentik Wangi, , BC1F1= BC1F1 Ciherang-
Mentik Wangi, dan w = air (control negatif). Panah 
menunjukkan urutan langkah percobaan. * menunjukkan 
BC1F1 heterozygot, digunakan untuk menyeleksi tanaman 
BC1F1 (11) yang akan di backcross selanjutnya dengan 
Ciherang untuk mendapatkan BC2F1. Ukuran amplikon 
sebagaimana pada Gambar 1. 
 
Gambar 1. Validasi marka dan seleksi donor aroma. 
Keterangan: 
A-C  sampel tanaman pada petri, bak, dan awal penanaman 
di ember. D = contoh hasil elektroforesis produk amplifikasi 
PCR: 1 = air (kontrol negatif), 2 = Pandan Wangi, 3 = 
Gilirang, 4 = Mentik Wangi, 5 = Ciherang, 6 = size marker. 
Panah menunjukkan urutan tahap percobaan. 
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penelitian yang telah dicapai (BC3). Selain itu juga 
dapat diidentifikasi status gen (termutasi/utuh) atau 
alel (homozygot/heterozygot) badh2 padi 
nonaromatik Ciherang, aromatik Mentik Wangi, dan 
hasil persilangan (F1) (Hami senot et al., 2010) serta 
backcross kedua varietas tersebut (BC1F1, BC2F1, 
dan BC3F1). Kemungkinan pola mutasi gen badh2 
pada varietas yang digunakan tersebut (Amarawathi 
et al., 2008, Sakthivel et al., 2009) tidak 
sesuai/kompatibel dengan Marka Bradbury, seperti 
kelompok 2 varietas aromatik Indonesia (Pandan 
Wangi, Gilirang) (Hami Seno et al., 2009), serta 
sebagaimana dilaporkan oleh beberapa peneliti lain 
(Kuo et al., 2005, Navarro et al., 2007, Shi et al., 
2008, Fitzgerald et al., 2008, Kovach et al., 2009). 
 
 
 
Sistem multiplek (4 primer) yang digunakan 
pada marka Bradbury dianggap mempunyai 
kelemahan karena lebih kompleks, amplifikasi lebih 
lemah, inkonsistensi akibat kompetetisi pengikatan 
primer dengan DNA templat, dan amplifikasi 
nonspesifik akibat perbedaan konsentrasi kecil primer 
(Sakithvel et al., 2009). Hasil yang diperoleh pada 
penelitian ini juga menunjukkan tidak meratanya 
hasil amplifikasi masing-masing pita (257 bp, 355 bp, 
dan 585 bp), namun hal ini relatif tidak mengganggu.  
Perbedaan ukuran pita aromatik (257 bp) dan 
nonaromatik (355 bp) yang dihasilkan oleh marka 
Bradbury relatif paling besar dan mudah terlihat atau 
dipisahkan dengan gel agarosa. Sementara marka-
marka lain yang menggunakan sistem duplex 
perbedaan tersebut relatif kecil (Lang and Buu 2008, 
Shi et al., 2008, Sakthivel et al., 2009) dan kadang 
harus menggunakan gel poliakrilamidaa (Shi et al., 
2008), karena hanya bergantung pada InDel 
(Insertion-Deletion) gen badh2. Selain marka 
berbasis badh2.7, Shi et al., (2008) juga 
mengkonstruksi marka aromatik berbasis badh2.2. 
Namun marka Shi et al., (2008), baik untuk ekson 7 
maupun 2, memberikan perbedaan pita amplifikasi 
yang relatif kecil (8 bp pada ekson 7 dan 7 bp pada 
ekson 2) dan harus menggunakan gel poliakrilamida. 
 
 
KESIMPULAN  
 
Transfer gen aroma (badh2 termutasi) berhasil 
dilakukan hingga BC3F1. Keberhasilan transfer gen 
aroma dapat teridentifikasi dengan PCR berbantuan 
marka Bradbury. Keberadaan serta status gen 
(utuh/termutasi) maupun alel 
(homozygot/heterozygot) badh2 pada sampel 
nonaromatik Ciherang, aromatik Mentik Wangi, dan 
hasil backcross kedua varietas tersebut (BC1F1, 
BC2F1, BC3F1) dapat teridentifikasi meggunakan PCR 
dengan marka Bradbury.  
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